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(57) Abstract: The invention relates to the polypeptide COM and the derivatives thereof, methods for the production and isolation 
thereof from body liquids and tissues in a pure or partially purified fonn, and the use thereof as a medicament. 

(57) Zusammenfassung: Gegenstand der Erfindung sind das Polypeptid COM und seine Derivate, Verfahren zur Herstellung und 
Gewinnung in reiner oder partiell aufgereinigter Form aus Kdrperflussigkeiten und Geweben, sowie seine Verwendung als Arznei- 
mittel. 
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HF-Chondroosteomodulin, Herstellimg und Verwendung zur Behandlimg oder 
Diagnose yon Khochen- und Knorpelerkrankungen, Fettsucht soivie 
inflammatorischer Erkrankungen und Hauterkrankungen. 

Die Erfindung betrifft das Polypeptid HF-Chondroosteomodulin (COM) und srine 
Derivate, sowie Verfaliren zur Herstellung und Gewinnung in reiner oder partiell 
aufgereinigter Form aus Korperflussi^eiten und Geweben oder durch chemisclie oder 
biotechnologische Synthese. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, weitere oder verbesserte Wiikstoffe zur 
Behandlung oder Diagnose von Knochen- und Knoipelerkrankungen, Fettsucht sowie 
inflammatorischo: Erkrankungen imd Hauterkrankungen bereitzustellen. 

Figoren: 

Figur 1 

Spezifische Aktivierung von GORI-28 Zellen (Klon Cl-6 und Cl-5) durch Fraktionen 22- 
25 des pH Pools 7. Die Kontrollzellen (control) exprimieren den GORI-28 nicht. 
Unspezifische Aktivitat ist in den Fraktionen 15-16 zu erkennen- 

Figur2 

Schritt 3 dex chromatographischen Reinigung von COM uber eine Bakarbond RP-C18 
Saule. 

Figur 3 

Schritt 7 d^ chromatographischen Reinigung von COM uber eine Poly Hydroxyethyl 
fflLIC Saule. 

Figur 4 

Dosis-Wirkungs-Korrelation. Aufgetragen ist die Veranderung der Fluoreszenz gegen das 
eingesetzte Volumen von Fraktion 30 des 8. Aufireinigungsschrittes (sidie Beispiel 4). 
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Figur 5 

Dosis-Wirkungs-Kurve. Aufgetragen ist die Veranderung der Fluoreszenz gegea das 
eingesetzte Volumen von Fraktion 30 des 8. Aufireinigungsschrittes (siehe Beispiel 4) im 
halblogarithmischen MaCstab. 

Figur 6 

Aktivierung von GORI-28 Zellen mit rekombinantem TIG2 aus konditioniertem Medium 
von iiberexprimierenden CHO Zellen gereinigt iiber eine Source RPC15 (10 x 250 mm) 

Figur 7 

Aktivierung von 00^-28 Zellen mit rekombinantai COM gereinigt aus Zelluberstand 
voii einem ubere^qmmierenden HefeMon. 

Figur 8 

Aktivierung von osteogaaen Zellen (MG-63) md dendritischen Zellen (DC) mit COM 
gereinigt aus Hamofiltrat Als PositivkontroUe bzw. Negativkontrolle sind GORI-28 
exprimierCTide bzw. nicht-exprimierende CHO-Zellen gezeigt. 

Figur 9 

Expression von GORI-28 nnd TIG2 in verschiedenen Zelltypen 
Figur 10 

Expression von GORI-28 und TIG2 in Hau^roben von PatiCTiten mit Hauteriarankungen 

Die der Erfindnng zugrunde liegende Aufgabe wird gelost durch COM mit der 
Aminosauresequenz SEQ ID Nr. 1 

1 ELTEAQRRGL QVALEEFHKH PPVQWAFQET SVESAVDTPF PAGIFVRLEF 
51 KLQQTSCRKR DWKKPECKVR PNGRKRKCLA CIKLGSfiDKV LGRLVHCPIE 
101 TQVLREAEEH QETQCLRVQR AGEDPHSFYF PGQF 

sowie seine naturlichen und phannakologisch vertraglichen Derivate, insbesondere 
anaidierte, acetylierte, phosphorylierte und glycosylierte Derivate oder mit einem 
Pyroglutamat am N-Terminns. 
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GegOTStand der Erfindung sind auch Derivate von COM, wobei die AininosauresequCTa 
von COM diirch Anainosaureaustausche, -insertionen oder -4eletionen verandert ist, mit 
den Massgaben, dass 

- die Derivate eine Lange von nicht mehr als 150 Aminosauren, vorzugsweise 120 
bis 150, insbesondere 129 bis 140 Aminosauren aufweisen, 

- die Derivate zu COM zu mehr als 80%, vorzugsweise mehr als 90%, insbesondere 
mehr als 95% Sequenzidentitat aufweisen, 

- die Derivate im ftmktionellen Test mit dem FLIPR-System den Rezeptor GORI-28 
aktivieren, so dass eine Rezeptoraktivitat gemessen wird, die nwndestens 50% der 
unter gleichen Testbedingungen von COM ausgelosten Rezeptoraktivitat betragt, 
vorzugsweise jedoch groBer ist als diese Aktivitat, und besonders bevorzugt diese 
vxa mindestens 20% ubertrifft. 

Die der Erfindung zugrunde liegende Aufgabe wird aufierdem gelost durch die weiteren 
Ausfuhrungsfonnen der Erfindung gemafi den Anspruchen 3 bis 12. 
COM besitzt die Fahigkeit, KnochenzellCTi (Osteoblasten und Osteoklasten) und 
Knorpelzellen, sowie Fett- Immun- und Hautzellen in ihrer Fuaaktion zu beeinflussen. Der 
StoflFkam aus der KSrperflussigkeit menschliches Blutfiltrat (Hamoj&ltrat, HF) gewonnen 
werden. Der Stoff ist als COM bezeichnet und kann zum Zwecke der medizinischen und 
gewerblichen Verwendxmg als Medikament zur Behandlung oder Diagnose von Knochen- 
und Knorpelerkrankungen, sowie Fettsucht, Diabetis Typ 2, Krebserkrankungen, Tumor 
Metastasen, infiammatorischen Erkrankungen, Autoimmunerkrankung0Ei$ vererbten od^ 
erworbenen Lnmnndefizienzen, GewebeabstoBung, Hauteikrankungen wie Psoriasis, 
Ekzeme, Akne od^ trophischen Hauterkrankungen, infiammatorischen Infektionen, 
viralen, bakteriellen oder parasitischen Infektionen, weiblicher Infertilitat, Ovar- nnd 
Uterustumbren benutzt werden. 

Zur Analyse von Stoffen aus Peptidbanken wurde ein Bioassay entwickelt, der an 
transfizierten CHO-Zellen eine Aktivierung der Signaltransduktion zeigt. 
Uberraschenderweise wurden im Blutfiltrat aktivierende Substanzen gefimden, die in 
Zellkulturen von GORI-28-Rezeptoren transfizierter Zellen, auch bekaimt als CheniEl23 
(Genbank Accession No. Y14838) oder DEZ (Genbank Accession No. U79527), die 
intrazellulare Ca'^-Aktivierung beeinflussen. Dieser Rezeptor ist funktionell auf 



wo 2004/039978 




PCT/EP2003/011799 



osteogenen Zellen, Adipozyten, Hautzellea sowie auf T mrni i nz ellea aktiv. Die 
Beeinflussimg wurde u.a. gemessm aufgrund der Stimulierung von intrazelMarer Ca^- 
Aktivierung von Zellen, die auf der Membranoberflache den GORI-28-Rezeptor tragen. 
Mit . Hilfe dieses Testes konnte aus HF-Peptidbank (menschliches Blutfiltrat)- 
ubearraschenderweise eine Substanz identifiziert werden, die charakteristische 
Elutionsprofile in den Chromatographieaufreinigungen zeigt. Die Substanz wurde isoliert 
und durch massenspektrometrische, eLoschlagige Analysen als molekulare Einheit 
identifiziert Bs handelt sich um eine zirkulierende Form des bereits aus Klorierung 
gefundenen TIG2 (Tazarotene-induced responder protein 2; Nagpal S. et al. (1997) J, 
Invest Dermatol., 109: 91-95) (Genbank Accession No. U77594). 

Die cDNA fDr den GORI-28 wurde uber PGR aus genomischer DNA kloniert und in einen 
eukaiyotischea Expressionsvektor subMoniert Es wurden stabil transfizierte CHO- 
Zelliiiien erzeugt, die den GORI-28 iiberexprimieren und anschlieBend in einem 
funkdonellen Screening Assay eingesetzt Dabei wurdra GORI-28 exprimierende Zellen 
mit Fraktionen aus HF stimuliert und die Rez^toraktivierung uber die transiente ErhShung 
des Second Messenger Ca2+ verfolgt. Liganden sind bisber fur den Rezeptor GORI-28 
nicht beschrieben worden imd der Rezeptor ist deshalb als Orphan Rezeptor klassifiziert 
worden. 

Der GORI-28 Rezeptor wird auf sich entwidtelnden Knochen- und Knorpelzellen, sowie 
auf dendritischen Zellen, in Lymphknoten, Milz, Plazenta, Uterus, Lunge, Aorta und in der 
adulten Nebenschilddriise exprimiert (Samson et al., 1998, Eur. J. Immunol. 28:1689-1700, 
Methner et al., 1997, Biochem Biophys Res Commun 233:336-342). 

TIG2 wird im Pankreas, Leber, Adipocyten, Nebenniere, Lunge, Ovar,- Uterus, Hypophyse, 
Epideraiiszellen und Osteoklasten imterstatzenden Stromazellen exprimiert (Nagpal S. et 
al., 1997, Adams et al., 1999, J. Cell. Biochem, 74:587-595). Zudem wurde beobachtet, 
dass TIG2 im geschadigten Gewebe von Psioriasis-Patienten im Vergleich zu nicht 
geschadigtem Gewebe in verminderter Menge exprimiert wird. Nach Behandlung von 
geschadigtem Gewebe mit Tazaroten wird die TIG2 Expression induziert (Nagpal S. et al., 
1997). 
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Aus diesen und in den Beispielen aufgefuhrten Daten leitm sich physiologische Bedeutung 
von COM und GORI-28 bei der Knochenentwickiung, des Energiestoffwechsels, der 
Physiologie und Erhaltung der Haut und von inflanomatorischen Prozessen ab. 

COM wird als koipereigenes zirkuli^endes Peptid fur eine Anwendung als Arzneimittel 
besser geeignet sein, als andere Derivate des TIG2 Gens, da es vom menschlichen 
Immunsystem nicht als Fremdsubstanz erkannt wird, und vorteilhafterweise nicht mit einer 
AutoHnmunantwort zu rechnen ist. Zudem lasst die spezifische Prozessierung sowohl am 
N- wie am C-Tenninus erwarten^ dass dies zur Ausbildung der biologischen Funktion 
erforderlich ist und zu einer hdheren Aktivitat fiihrt 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit einen neuen osteochondroakdven Faktor, COM, 
mit den folgCTiden molekularen Eigenschaflen: 

(1) Molekulargewicht des Precursors (aus Gendaten): 18617 Da . 

(2) Molekulargewicht des gefimdenen Proteins COM: 15566 Da 

(3) Chromatographisches Verhalten: siehe Beispiel 5 

(4) Axninosauresequenz: gemafi Anspruch 1 

(5) pl-Wert: 8.60 

Beispiele 

Beisniel 1: Klonierung des GORI-28/ChemR23 Rezentors 

Der GORI-28 wurde von Samson et al. (1998) als ChemR23 und von Meflmer et al. (1997) 
als DEZ beschrieben, wobei mehrere Datenbankeintrage existieren. Die Analyse eines 
genomischen Klons (Genbank Accession No. NT_009660,4) zeigte, dass die beschriebenen 
Varianten von DEZ Isoform A (Genbank Accession No. U79526) und Isoform B (Genbank 
Accession No. U79527) die Produkte von altemativem Splicing darstellen. DEZ Isoform A 
ist identisch in der Aminosauresequenz zu ChemR23 und DEZ Isoform B, wobei der N- 
Traninus von Isoform A um zwei Aminosauren, Methionin und Arginin, verlangert ist. 
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Um eine ^leichterte Klonierung aus geaomischer DNA zu ennoglichea wurde in silico ein 
genomischer JQon fur CaiemR23/DEZ Isoform B erzeugt, der die Bezeichnung GORI-28 
erhielt Der GORI-28 enthalt gegenuber der Sequenz von C3iemR23 (Genbank Accession 
No. Y14838) in der Position 900 ein Guanin, was eine stille Mutation darstellt, und ab 
Position 1294 eine von d^ pubUzierten Sequenz vollig abweichende Sequenz. Die cDNA 
fiir GORI-28 wurde mit den Primer 5' TGG TCC CTG TCT TCT CTT GC 3' 
(GOia28oUl) und 5' TGT CCC TGG GTT GAG AGA GT 3»(GORI28oli2) fiber PGR ans 
genomischer DNA amplifiziert. Dabei wurde ein 1186 bp Fragment erhalten, das 
anschlieBend in den Expressionsvektor pCI oder andere ubliche Expressionsvektoren 
subkloniert wurde. Die Sequenz wurde fiber DNA-Sequenzanalyse uberprfift und bestatigt. 

Die GORI-28 cDNA wdst folgende Polynukleotidsequenz SEQ ID Nr. 2 auf: 

• 1 TGGTCCCTGT CTTCTCTTGC AGAGAATGGA GGATGAAGAT TACIU^CACTT 

51 CCATCAGTTA CGGTGATGAA TACCCTGATT ATTTAGACTC CATTGTGGTT 

101 TTGGAGGACT TATCCCCCTT GGAAGCCAGG GTGACCAGGA TCTTCCTGGT 

151 GGTGGTCTAC AGCATCGTCT GCTTCCTCGG GATTCTGGGC AATGGTCTGG 

201 TGATCATCAT TGCCACCTTC AAGATGAAGA AGACAGTGAA CATGGTCTGG 

251 TTCCTCAACC TGGCAGTGGC AGATTTCCTG TTCAACGTCT TCCTCCCAAT 

301 CCATATCACC TATGCCGCCA TGGACTACCA CTGGGTTTTC GGGACAGCCA 

351 TGTGCAAGAT CAGCAACTTC CTTCTCATCC ACAACATGTT CACCAGCGTC 

401 TTCCTGCTGA CCATCATCAG CTCTGACCGC TGCATCTCTG TGCTCCTCCC 

451 TGTCTGGTCC CAGAACCACC GCAGCGTTCG CCTGGCTTAC ATGGCCTGCA 

501 TGGTCATCTG GGTCCTGGCT TTCTTCTTGA GTTCCCCATC TCTCGTCTTC 

551 CGGGACACAG CCAACCTGCA TGGGAAAATA TCCTGCTTCA ACAACTTCAG 

601 CCTGTCCACA CCTGGGTCTT CCTCGTGGCC CACTCACTCC CAAATGGACC 

651 CTGTGGGGTA TAGCCGGCAC ATGGTGGTGA CTGTCACCCG CTTCCTCTGT 

701 GGCTTCCTGG TCCCAGTCCT CATCATCACA GCTTGCTACC TCACCATCGT 

751 GTGCAAACTG CAGCGCAACC GCCTGGCCAA GACCAAGAAG CCCTTCAAGA 

801 TTATTGTGAC CATCATCATT ACCTTCTTCC TCTGCTGGTG CCCCTACCAC. 

851 ACACTCAACC TCCTAGAGCT CCACCACACT GCCATGCCTG GCTCTGTCTT 

901 CAGCCTGGGT TTGCCCCTGG CCACTGCCCT TGCCATTGCC AACAGCTGCA 

951 TGAACCCCAT TCTGTATGTT TTCATGGGTC AGGACTTCAA GAAGTTCAAG 

1001 GTGGCCCTCT TCTCTCGCCT GGTCAATGCT CTAAGTGAAG ATACAGGCCA 

1051 CTCTTCCTAC CCCAGCCATA GAAGCTTTAC CT^GATGTCA TCAATGAATG 

1101 AGAGGACTTC TATGAATGAG AGGGAGACCG GCATGCTTTG ATCCTCACTG 

1151 TGGAACCCCT CAATGGACTC TCTCAACCCA GGGACA 



Beisniel 2: Erzeugung von GORI-28 fiberexprimierenden CHO Zellen 



Der Expressionsvektor mit der cDNA fur GORI-28 wurde mit dem Transfektionsreageoz 
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Effectene oder andoreai iiblichen Transfektionsreagenzieii nach Angaben der Hersteller in 
CHO Zellen transfiziert, die endogen das Q-Protein al6 esqprimiereiL Stabil transfizierte 
Zellklone wurden in Gegenwart von Neomydbn (G-418) selektioniert und die erhaltenen 
Zellklone uber Norttiem Blot Analyse auf Expression des GORI-28 untersucht Zellklone 
mit unterschiedUch starker Expression (GORI-28 Cl-5, Cl-6, Cl-8) wurden fiir das 
Screening nait Peptidfraktionen ausgewahlt (s. Beispiel 3) 

Beisniel 3: F unVtinneTler Test fur GORI-28 

Mit Hilfe des FLIPR-Systems (Fluorometric Imaging Plate Reader, Molecular Devices) 
konnm* Veranderungen der intrazellularen Kalziunakonzentration detektiert werden. Nach 
Rezeptorstimulation wird der intrazellulare Botenstoff IP3 freigesetzt, der IP3-spezifische 
Kanale des endoplasmatischen Retikulums ofiEdet und den Ausstrom von Ca^^-Ionen ins 
Cytosol bewirkL Vor der Messung werden die Zellen mit dem Kalzium-sensitiven 
Farbstoff Fluo-4 (Molecular Probes) beladen. Ca^Monen binden an Fluo-4 und nach 
Anregung des Fluo-4-Ca^* Komplexes durch emen Argonlaser (488 nm) wird die Emission 
bei einer Wellenlange von 540 nm gemessen. Dieses Lichtsignal wird von einer CCD- 
Kamera detektiert und aufgezeichnet und isuischlieBend mit einem Computerprogranom 
ausgewertet. Zellen warden in 96-Lochplatten mit 20,000 Zellen/Loch ausgesat und uber 
Nacht inkubiert. Am folgendrai Tag werden die Zellen fur 40 min in Hq)es/HBSS Puffer, 
pH7,4, 2.5 mM Probenecid mit 2 |iM Fluo-4 AM beladen, anschlieBend gewaschen und 
mit 100 III Hepes/HBSS, pH7.4, 2.5 mM Probenecid fur 5 min inkubiert Nach Zugabe von 
50 lal Hamofiltratfraktion oder anderer Testsubstrate werden die Veranderungen der 
intrazellularen Fluoreszenz online aufgraeichnet 

Beispiel 4: Isolierung von HF-Chondroosteomodulin 



Die Isolierung von COM aus 8.000 Liter menschlichem Blutfiltrat wurde nach folgendem 
Beispiel vorgenommen: 
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Isolierung von HF-Chondroosteomodulin aus Hamofiltrat: Reinigungsstrategie 



KoUektion von 8.000 L-Batch menschlichen Hamofiltrats 

Kationen-Austauscher-Chromatographie (Stufenelution) 1. Schritt 

KP-Fineline Source ClS-Chromatographie (Gradientenelution) 2. Schritt 

Bakerbond RP ClS-Saulenchromatographie (Gradientenelution) 3, Schritt 

RF-Biotek C4-Saulenchromatographie (Gradientenelution) 4. Schritt 

RP-Vydac C18-Saulenchromatographie (Gradientenelution) 5. Schritt 

RP-Phenomenex CS-Sfiulenchromatographie (Gradientenelution) 6. Schritt 

Poly Hydroxyethyl HBLIC-Saulenchromatographie (Gradientenelution) 7. Schritt 

RP-Phenomenex C5-Saulenchromatographie (Gradientenelution) 8. Schritt 

Hohe Reinheit erreicht 



8000 Liter HamojBltrat wurden fiber eine Membran mit einer AusschluBgroBe von 50 kD 
ultrafiltriert, anschliefiead an eine Kationen-Austauscher-Saule (Fractogel SP 650 (M)) 
gebunden und danach stufenweise mit 7 Puffem mit aufsteigendem pH-Wert eluiert (pH 
Pool 1-7, 7 Bhiate). In dnan zweiten Schritt wurde jedes Eluat fiber eine Fineline Source 
RP-C (CI 5, 10 X 15.5 cm, 300 A) chromatographiert, so dass fur jeden pH Pool etwa 46 
Fraktionea- erhalten wurden. Fur den Biotest wurden lyophilisierte Aliquots in 
Hepes/HBSS PufiFer rekonstituiert und wie in Beispiel 3 beschrieben verwendet Dabei 
zeigten Fraktionen 22-25 des pH Pools 7 eine spezifische Aktivitat auf GORI-28 Zellen, 
nicht aber auf einer KontroilzeUinie, die den Rezeptor nicht expiimiert (s. Fig, 1). Etwa 
700 mg lyophilisierte Mutterfraktionen der GORI-28-aktivierenden Fraktionen wurden 
vereinigt und in sechs weiteren Schritten (s. Schema) aufgereinigt Das zur hohen Reinheit 
aufgetrennte COM . zeigt die chromatographischen, massenspektrometrischen und 
molekularen Eigenschaftei wie in Beispiel 5 gezeigt. 

Beipiel 5: Chromatographische. massenspektrometrische und molekularen E igenschaften 



Aus der chromatographischen Aufreinigung von COM sind beispielhaft die Schritte 3 und 
7 in Fig. 1 und Fig. 2 dargestellt, wobei die Fraktionen, in denen die biologische Aktivitat 
gefunden wurde, markiert sind. 



wo 2004/039978 




PCT/EP2003/011799 



In Fig. 4 ist eine Dosis-Wirkungs-Korrelation von COM dargestellt Aufgetragen ist die 
Verandenmg der Fluoreszenz gegen das eingesetzte Volumen von Frakdon 30 des 8. 
Auja-einigungsschrittes (siehe Beispiel 4). 

In Fig. 5 ist eine Dosis-Wirkiuigs-Kurve von COM dargestellt Aufgetragen ist die 
Verandenmg der Fluoreszenz gegen das eingesetzte Volumen von Fraktion 30 des 8. 
Aufreinigungsschrittes (siehe Beispiel 4). 

Die Reinheit von COM wiirde uber Kapillarzonenelektrophorese (F/ACE 2000, Beckman) 
uberpruft (nicht dargestellt). Die Bestimmung der molekularen Masse erfolgte uber ein 
Voyager DE PRO Massenspektrometer (Perspective), wobei eine Masse von 15562 Da 
ermittelt wurde. Der N-Tenninus und die ersten 33 Aminosauren wurden uber Edman 
Abbau bestimmt (Applied Biosystems Gasphasen-Sequencer 473 A). Aus diesen Daten 
leiten sich die Aminosauresequenz von COM mit 134 Aminosaurm und ein theoretisches 
Molekulargewicht von 15566 Da ab, dabei wird berucksichtigt, dass die sechs Cysteinreste 
drei Disulfidbriicken ausbilden. Die bestimmte Aminosauresequenz von COM lautet: 

1 ELTEAQRRGL QVALEEFHKH PPVQWAFQET SVESAVDTPF PAGIFVRLEF 
51 KLQQTSCRKR DWKKPECKVR PNGRKRKCLA CIKLGSEDKV LGRLVHCPIE 
101 TQVLREAEEH QETQCLRVQR AGEDPHSFYF PGQF 

Beispiel 6: Klonierung und rekombinante Expression von TIG2 in CHO Zellen 

Die cDNA fiir humanes TIG2 (Genbank Accession No. U77594) wurde aus Leber cDNA 
uber PCR mit den Primem 5' GCCAGGGTGACACGGAAG 3' (TIG2oUl) und 5' 
GAGGCACCACGCAGCTC 3' (nG2oli2) amplifiziert. Dabei wurde ein Fragment von 
537 bp erhalten, das in den Vektor pGEM5Zf-T oder andere ubliche Vektoren subMoniert 
wurde. Die Sequenz wurde uber DNA-Sequenzanalyse uberpruft und bestatigt. Aus diesem 
rekombLoanten Vektor wurde ein Fragment, welches die cDNA von TIG2 enthalt, mittels 
geeigneter Restrikdonseozyme ausgeschnitten, und in den Expressionvektor pCI oder 
andere ubliche Expressionsvektoren subkloniert. CHO Zellen wurden mit dem 
rekombinanten Expressionsvektor wie unter Beipiel 2 transjBziert und stabile ZelMone wie 
unter Beispiel 2 selektionierL Die erhaltenen ZelMone wurden auf Expression von TIG2 
uber RT-PCR untearsucht 
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Beispiel 7: Aktivierunp von GORI-28 mit rekombinantem TIG2 

Bin TIG2-expriinierender Zellklon wurde fiir die Produktion von TIG2 expandiert. Vier 
konfluente 75 cm Flaschen wurden zweimal mit PBS gewaschen und anschliessend 
Medium ohne FKS appliziert Nach 72 h Inkubation wurde das konditionierte Medium 
abgenommen, 5 min mit 500 g zentrifiigiert, um Zelltrummer zu entfemen, xmd 
anschliessend iiber eine Source RPC15 (10 x 250 mm) aufgereinigt. Die erhaltenen 
Fraktionen wurden im FLIPR Assay (s. Beispiel 3) auf GORI-28-stimulierende Aktivitat 
getestet In den Fraktionen 52 und 53 wurde Aktivitat gefimden, die GORI-28 Zellen nicht 
aber eine Kontrollzelllinie stimulieren (s. Fig. 6). Zur KontroUe wurde konditioniertes 
Medium von CHO Zellen verwendet, die ein anderes Peptid exprimieren. In diesem 
konditionierten Mediimi wurde keine GORI-28 stimuliermde Aktivitat gefimden (nicht 
dargestellt). 

Beispiel 8: KloniCTmg und rekombinante Expression von COM in Hefe 

Uber PGR mit den Primem 5' CTCTCGAGAAAAGAGAGCTCACGGAAGCCCAGC 3' 
(COMoUl) und 5' TTGTCGACTTAGAACTGTCCAGGGAAGTAGAAGC 3* (COMoli2) 
wurde unter Verwendung der in Beipiel 6 klonierten TIG2 cDNA ein 427 bp Fragment 
amplifiziert, welches die cDNA fur COM darstellt, und anschlielJend in den Vektor 
pGEM5Zf-T Oder andere ubliche Vektoren subkloniert. Nach Bestatigung der Sequenz 
uber DNA-Sequenzanalyse wurde aus dem rekombinanten Vektor mittels geeigneter 
Restriktionsen2yme ein Fragment ausgeschnitten und in den modifizierten Hefe- 
Expressionsvektor YEpFLAG-1 oder andere ubliche Expressionsvektoren subkloniert, 
Uber Elektroporation wurde das Expressionskonstrukt in den Hefestamm BJ3505 oder 
andere ubliche Hefestamme transfonniert. Die dabei entstehenden ADH2-f -Klone wurden 
uber PGR- Analyse auf Insertion der COM-DNA ins Hefegenom uberpriift. Zur Herstellimg 
von rekombinanten COM wurden 10 ml Kulturen mit COM-positiven Klonen angeimpft 
und die Expression induziert. Nach 96 h wurden die Zelluberstande geemtet und auf die 
Expression des rekombinanten COM nach Auftrenmmg uber ein Gel (SDS-PAGE) xmd 
Anfarbung mit Coomassieblau liberprufL In dem beschriebenen Hefeexpressionssystem 
wird die cDNA von COM an das N-terminale Signal des Hefe Alpha-Faktors fusioniert. 
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Die Alpha-Faktor Signalsequenz bewirkt, dass das Fusionsprodidct ins Zellmedium 
sezemiert wird. Die Alpha-Faktor Signalsequenz wild dutch die endogene Protease Kex 2 
abgespalten und dabei entsteht reifes COM. 

Beispiel 9: Aufreinigimg von rekombinantem COM und Nachiweis der Aktivitat 

Von einem COM-expriinierenden Hefeklon wurde aus dem Zelluberstand rekombinantes 
COM aufgereinigt. Der Zelluberstand wurde filtriert (0,2 ^iM Filter), mit Puffer A (10 mM 
Na2HP04, pH 7.0) 1/3 verdunnt, auf eine Heparinsaule (Hightrap) aufgetragen und mit 
Puffer B (Puffer A mit 1.5 M NaCl) eluiert. Die erhaltenen Fraktionen wurden im FLIPR 
Assay (s. Beispiel 3) zur Lokalisienmg der GORI-28-stimulierenden Aktivitat getestet. Im 
zweiten Aufreinigungsschritt wurdaa die aktiven Fraktionen vereinigt, auf eine RPC15 
Saule aufgetragen und eluiert Die aktiven Fraktionen wurden wie zuvor iiber den 
funktionellen Assay bestimmt, vereinigt und im dritten Aufreinigungsschritt uber eine 
Phenomenex CI 8 Saule aufgereinigt. Aufgereinigtes rekombinantes COM zeigt spei^fische 
Aktivitat auf GORI-28 Zellen, nicht aber auf dner Kontrollzelllinie, die den Rezeptor nicht 
exprimiert (s. Fig. 7). 

Beispiel 10 Aktivierung von osteogenen Zellen durch COM 

Zur Untersuchung der funktionellen Aktivierung von Knoch^izellen durch COM wurden 
MG-63 Zellen, eine etablierte humane osteosarkoma Zelllinie (Osteoblast-ahnlicher Typ), 
wie in Beispiel 3 beschrieben am Vortag mit 20.000 Zellm pro Loch in 96-Lochplatten 
ausgesat imd im FLIPR- Assay getestet. Die Zellen wurden mit aus HF-gereinigtem COM 
(siehe Beispiel 4 und 5) stimuliert und zeigten eine COM-induzierte Freisetzung von 
Ca2+-Ionen (s. Fig. 8). Als Positiv- bzw. NegativkontroUe sind die GORI-28 
uberexprimierende CHO-Zelllinie und eine CHO-Zellinie, die einen anderen G-Protein 
gekoppelten Rezeptor exprimiert, gezeigL 

Beispiel 11: Aktivierung von dendritischen Zellen durch COM 



Dendritische Zellen wurden aus humanem Vollblut gewonnen. Zunachst wurden aus 
VoUblut (500 ml) uber mehrere Zentrifugationsschritte und Separation mit Hilfe von 
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paramagnetischen Antikorpem (Anti-CD 14) monocytare Zellea isoli^t (CD 14+). Die 
erhaltenm Vorlauferzellm wurden mit GM-CSF (800 U/ml) und Interleuldn-4 (500 U/ml) 
behandelt, um die Differenzienmg zu dendritischen Zellen zu induzieren (Inkubationszeit 7 
Tage). AnschlieJJend wurden die Zellen mit LPS stimuliert, um sogenannte reife 
dendritische Zellen zu erhalten. Diese reifen dendritischen Zellen wurden am Vortag in 96- 
Il^chplatten mit einer Zelldichte von 20,000 Zellen/Loch ausgesat und anschlieBend, wie 
im Beispiel 3 beschrieben, im FLIPR-Assay getestet. Die Zellen wurden mit aus HF- 
gereinigtem COM (siehe Beispiel 4 und 5) stimuliert und zeigten eine COM-induzierte 
Freisetzung von Ca2+"Ionen (s. Fig. 8). 

Beispiel 12: Expression von TIG2 und GORI-28 in auseewahlten Zelllinien 

Die native Expression von TIG2 und GORI-28 in verschiedenen Zelllinien wurde uber RT- 
PCR mit genspezifischen Primem untersucht COM wurde mit dem Primerpaar TIG2olil 
imd TIG2oli2 (s. Beispiel 6) als 537bp cDNA Fragment amplifiziert und 
gelelektrophoretisch dargestellt In Analogic wurde der GORI-28 wurde mit Hilfe des 
Primerpaars 5' GGC CAT GTG CAA GAT CAG CAA CT 3* (mDEZolil) und 5' AGA 
ATG GGG TTC ATG CAG CTG TT 3' (mDEZoli2) als 618 bp Fragment amplifiziert 
bzw. nachgewiesen; fur die PCR . Amplifikation aus murinen Adipozyten wurde das 
Primerpaar 5' TCT ACA ACG GTG GAA CAG TGA 3' (mDEZoliS) und 5' AAG AAA 
GCC AGG ACC CAG A 3' (mDEZoli4) eingesetzt, dabei entsteht dn 536 bp Fragment; 
fur die Amplifikation aus humanCTi dendritischen Zellen wurde das Primerpaar 5' CAG 
ACA ACA TAA CGG TGA ATG A 3' (hDEZ_a_01i5) und 5' AAG AAA GCC AGG 
ACC CAG A 3' (hDEZ_a_01i4) eingesetzt, dabd entsteht ein 524 bp Fragment. Von den 
zu untersuchenden Zellen wurden aus Zellproben nach ublichen Methoden RNA isoliert, 
die dann in eine Erststrang cDNA umgeschrieben wurde und fur die PCR-Amplifikation 
eingesetzt wurde. 

Die Expression des Liganden COM komte in reifen humanen dendritischen Zellen (DC) 
sowie Vorlauferzellen (pDC), mxirinen Osteosarkomzellen MC3T3 (Osteoblast-ahnlicher 
Typ, MC), reifen murinen Adipozyten (Fettzellen, Ad) sowie Vorlauferadipozyten (pAd), 
humanen Keratinozyten (HaCaT, Ha), himianen Osteosarkomzellen MG-63 (Osteoblast- 
ahnlicher Typ, MG) und in humanen Hepatozyten HepG2 (He) detektiert werden (s. Fig. 9 
A). 
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Die Expression des COM-Rezqptors GORI-28 wurde in Jurkat T-Zellen 0»miane 
leukamische T-ZelUime, Ju), verstarkt m PMA/Ionomycin aktivierten Jurkat T-Zellen (Ju 
P), in HaCaT-ZeUen (Ha), MG-63 ZeUen (MG), MC3T3 (MC), dendritischeh (DC) sowie 
Vorlauferzellen (pDC), in reifen Adipozyten (Ad) nicht aber in Vorlauferzellen (pAd) 
nachgewiesen (s. Fig. 9 B). In Fig. 9 B ist eine NegativkontroUe (co) gezeigt, in der die 
cDNA als Template gegen eine Wasserprobe ersetzt wurde. 

Die Expressionsanalyse des COM Rezeptors GORI-28 zeigt, dass seine Expression durch 
physiologische Prozesse gesteuert wird. Im dargestellten Beispiel komte die Expression 
des Rezeptors durch in vitro T-Zell Aktivierung erhoht und in unreifen Adipozyten durch 
DifEerenzierung induziert werden. Die T-Zell Aktivierung wurde in Jurkat T-Zellen mittels 
Phorbolester und lonomydn emelt Die Differenzierung der xinreifen Adipozyten wurde 
durch Dexamethason, SBrcAMP und Insulin induziert. 

Beispiel 13: Expression von COM und GQRI-28 in Hautzellen von Pati enten mit 
Hauterkra nT^^iTi^en 

Wie in Bdpiel 12 beschriebCTi wurde die Expression von COM und seinem Rezeptor 
GORI-28 iiber RT-PCR ermittelt. Fur die Amplifikation des GORI-28 wurde in diesem 
FaU das Primerpaar 5' GCA CAG CAT CAC TTC TAG CAC TT 3' (hDEZoU3) und 5' 
CTG TAG ACC ACC ACC AGG AAG A 3' (hDEZoli2) verwendet, dabd entsteht ein 324 
bp Fragment Hautstanzeu von Patienten ohne Hauterkrankung (KontroUe, C) und von 
Patienten die unter Psoriasis (Pso) oder atopischer Dennatitis (AD) leiden wurden ixh&r 
eine Hautklinik bezogen. Das Material wurde nach ublichen Methoden aufberdtet, urn 
RNA zu isolieren, von der wiederum wie in Beispiel 12 beschrieben eine Erststrang cDNA 
synthetisiert wurde, die fur die PGR- Amplifikation eingesetzt wurde. Der Rezeptor GORI- 
28 wird sowohl im Hautgewebe von Gesunden wie auch im Hautgewebe von Patienten mit 
Psoriasis oder atopischer Dennatitits exprimiert (s. Fig. 10 A). Im Gegensatz dazu konnte 
COM-Expression nur im Gewebe von Gesunden, nicht aber im Hautgewebe von Patienten 
die imter Psoriasis oder atopischer Demaatitits leiden nachgev/iesen werden (s. Fig. 10 B). 
Damit steht die fehlende Expression von COM im kausalen Zusammenhang von 
Hauterkrankungen und weist auf eine therapeutische Wirksamkeit von COM fur dieses 
Indikationsgebiet hin. 
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Znsammenfassend konnte gezeigt werden, deiss im menschlichen Blutfiltrat die 
zirkulierende Substanz COM vorkoiront, die'isoliert und charakterisiert werden konnte. Sie 
ubt ein osteochondroanabole, iinmunmodiilatorische, sowie Haut- xmd 
Energiestoffwechsel- regulierende Wirkungen aus. 
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Patentanspriiche 

1 . COM mit der Aminosauresequoiz SEQ ID Nr. 1 : 

1 ELTEAQRRGL QVALEEFHKH PPVQWAFQET SVESAVDTPF PAGIFVRLEF 
51 KLQQTSCRKR DWKKPECKVR PNGRKRKCLA CIKLGSEDKV LGRLVHCPIE 
101 TQVLREAEEH QETQCLRVQR AGEDPHSFYF PGQF 

sowie sdne naturlichen und pharmakologisch vertraglichen Derivate, insbesondere 
amidierte, acetylierte, phosphoiyliate und glycosylierte Derivate oder mit einem 
Pyroglutamat am N-Termimis. 

2. Derivate des COM nach Anspruch 1, wobex die Ammosauresequenz des COM durch 
Aminosaureaiistausche, -insertionea oder -deletionen verandert ist, mit dm 
Massgaben, dass 

- die Derivate eine Lange von nicht mehr als 150 Aminosauren aiifweisen, 

- die Derivate zu COM zu mehr als 80% Sequenzidentitat aufweisen, 

- die Derivate im funktionellen Test mit dem FLIPR-System den Rezeptor GORI-28 
aktivieren, so dass eine Rezeptoraktivitat graiessen wird, die mindestens 80% der 
unter gleichen Testbedingungen von COM ansgelSsten Rezeptoraktivitat betragt, 
vorzugswdse jedoch uber der durch COM ausgelosten Rezeptoraktivitat liegL 

3. COM Oder ein Derivat nach Anspruch 1 oder 2 und dessen Rezeptor GORI-28 als 
Ligand-Rezeptor-System. 

4. Verwendung eines Ligand-Rezeptorsystems nach Anspruch 3 zum Screening von 
Substanzen aus Peptidbibliofheken oder anderer Stoflbanken und als Drag Target 

5. Verfahren zur Herstellxmg von COM oder seiner Derivate nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gdteraizeichnet, daB es iiber Zellkulturen hergestellt und chromatographisch 
gerefaiigt wird, oder daB es aus menschlichrai Blut iJber iibliche Chromatographic- 
Verfahren in bekannter Weise isoUert wird, oder dass es durch die ublichen Verfahren 
der chemischen oder biotechnologischen Synthese hergestellt und mit den gangigen 
Chromatographie-Verfehren gereinigt wird. 
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6. Armeimittel enthaltend COM oder seine Derivate nach Anspmch 1 oder 2, 
gegebenenfalls neben ublichen Hilfs- und Zusatzstofferu 

7. Arzneimittel nach Anspruch 6, insbesondere als Lyophilisat, wobei die galenische 
Applikationsfonn mit Mannit aufgenommene Form in sterilen Ampnllen zur Auflosung 
in physiologischer Kochsalzlosxmg und/oder Infusionslosungen zur wiederholten 
Einzelinjektion und/oder Daueiinfusion in Mengen von 300 Mikrogramm bis 30 
Milligramm reines COM prq Therapie-Einheit enthalt. 

8. Verwendung von COM sowie seiner Derivate nach Anspruch 1 oder 2 zur Herstellung 
eines Arzneimittels zur Behandlung von Eikrankungea der Nebenschilddruse, 
insbesondere bei deren Unterfunktion OHypoparafhyreodismus), 

zur Behandlung von degenerativen Knochenerkrankungen, insbesondere der 
Osteoporose, 

zur Behandlung von Knochenfrakturen in der Heilung^hase, 

zur Behandlung von Knorpelerkrankungm, Bindegewebserkrankungen, Rheuma und 
Arfhrose, 

zur Behandlung von Fettsucht und Diabetis Typ 2, 
zur Behandlung von Erkrankungen des hnmunsystems, 

zur Behandlung von Erkrankungen, die mit der Migrationsbeeinflussung von 
Stammzellm therapiert werden, u.a. die Chemotherapie, 

zur Behandlung von Nierenerkrankungen, die mit Storungen der 
Elektrolytausscheidung einhergehen, insbesondere bei der akuten Niereninsuffizienz 
sowie Phosphat- und Calciumausscheidungsstorungen, 

Oder zur Behandlung von Hauterkrankungen, insbesondere Psoriasis, Ekzemen und 
Akne. 

9. Verwendung von COM sowie seiner Derivate nach Anspruch 1 oder 2 zur Herstellimg 
eines Diagnostikmittels zur Diagnose von Erkrankungen, insbesondere nach Anspruch 
7, wobei spezifische Antikorp^ gegen das synflaetische Molekiil hergestellt werden 
und die Bluflconzentration von COM uber Immuntests oder iiber quantitative 
MassOTspektrometrie graaessen wird. 
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10. Verweadung von COM sowie seiner Derivate zur Herstellung eines Aizneimittels nach 
Anspruch 8 in verschiedenen galenischen Applikationsformen, insbesondere als 
Lyophilisat. 

11. Verwendung nach Anspruch 10, wobei die galenische Applikationsform, insbesondere 
die lyophilisierte, mit Mannit aufgenommene Form in sterilen Ampullen zur Aufl5sung 
in physiologischer Kochsalzlosung md/oder Infusionslosvmgen zur wiederholtrai 
Einzelinjektion vmd/odCT Dauerinfixsion in Mengen von 300 Mikrogranam bis 30 
Milligramm reines COM pro Therj^ie-Einheit ^thalt 



13. Primer mit einer der Nucleotidsequenzen: 



TGG TCC CTG TCT TCT CTT GC 
TGT CCC TGG GTT GAG AGA GT 
GGC CAT GTG CAA GAT C AG C AA CT 
AGA ATG GGG TTC ATG CAG CTG TT 
TCT ACA ACG GTG GAA CAG TGA 
AAG AAA GCC AGG ACC CAG A 
CAG ACA ACA TAA CGG TGA ATG A 
AAG AAA GCC AGG ACC CAG A 
10 

GCA CAG CAT CAC TTC TAC CAC TT 
CTG TAG ACC ACC ACC AGG AAG A 
GCCAGGGTGACACGGAAG 
GAGGCACCACGCAGCTC 
CTCTCGAGAAAAGAGAGCTCACGGAAGCCCAGC (COMoUl) ; SEQ m Nr. 15 
TTGTCGACTTAGAACTGTCCAGGGAAGTAGAAGC (COMoU2 ; SEQ ID Nr. 16 



(GORESoUl) ; SEQ ID Nr. 3 
(GORI28oli2) ; SEQ ID Nr. 4 
(mDEZoUl) ; SEQ ID Nr. 5 
(mDEZoli2) ; SEQ ID Nr. 6 
(mDEZoliS) ; SEQ ID Nr. 7, 
(mDEZoli4) ; SEQ ID Nr. 8 
(hDEZ_a_OU5) ; SEQ ID Nr. 9 
(hDEZ_a_01i4) ; SEQ ID Nr. 

(hDEZoliS) ; SEQ ID Nr. 11 
(hDEZoli2) ; SEQ ID Nr. 12 
(TIG2oUl) ; SEQ ED Nr. 13 
. (TIG2oU2) ; SEQ ID Nr. 14 
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(57) Abstract: The invention relates to the 
polypeptide COM and the derivatives thereof, 
methods for the production and isolation thereof 
&om body liquids and tissues in a pure or partially 
purified foim, and the use thereof as a medicament. 

(57) Zusammenfassung: Gegenstand der Erfindung 
sind das Polypeptid COM und seine Derivate, Ver- 
fahren zur Herstellung und Gewinnung in reiner oder 
partiell aufgereinigter Form aus Korperflussigkeiten 
und Geweben, sowie seine Verwendung als Aiznei- 
mittel. 
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Arzneimittel enthaltend COM. COM und dessen Rezeptor 60RI-28 
als Ligand-Rezeptor-System, Verwendung des 
Li gand- Rezeptor- Systems zum Screening von Substanzen, Primer 
COMolil und C0Moli2; 

2. Anspruch: 13 (teilweise) 



Primer TIG2olil und TI62oli2; 



3. 



Anspruch: 13 (teilweise) 



Primer G0RI28olil und 60RI28oli2; 



4. 



Anspruch: 13 (teilweise) 

Primer mOEZolil, mDEZo1i2» mDEZoli3 und mDEZoli4; 



5. 



Anspruch: 13 (teilweise) 

Primer hDEZ_a_01i5. hDEZ_a_01i4, hDEZoli3 und hDEZoli2. 
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